造血干细胞移植后供者源白血病（Donor cell leukemia, DCL）的发生为研究白血病发生机制提供了一个独特的人体模型，因而备受关注。在此我们报告1例携带ASXL1突变的干细胞在供受者体内均发展为急性髓系白血病（AML），希望为阐明白血病的发生机制提供一点启示。

病例资料 {#s1}
========

患者，女，28岁。因四肢散在出血点伴齿龈出血1周于2006年4月入我院，骨髓中原始和幼稚淋巴细胞占0.700；流式细胞术检测免疫表型：表达CD34、CD10、CD19、CD22、CD13、HLA-DR；染色体核型：46，XX\[15\]；诊断为急性B淋巴细胞白血病伴CD13表达。VDCLP方案诱导化疗1个疗程达完全缓解（CR），CAM、大剂量甲氨蝶呤（HD-MTX）、CAM方案依次巩固化疗，并给予6次鞘内注射，随后行非血缘全相合异基因造血干细胞移植。供者为中华骨髓库非血缘健康志愿者，男，33岁，血型相合。预处理采用改良Bu/Cy方案；移植物抗宿主病（GVHD）预防方案：抗胸腺细胞球蛋白、环孢素A、短程MTX、吗替麦考酚酯。共回输供者外周血单个核细胞6.24×10^8^/kg，CD34^+^细胞5.72×10^6^/kg。移植后第16天中性粒细胞及血小板植入，第50天染色体检查为供者型（46，XY），毛细管电泳-短串联重复序列多态性方法检测显示为100%供者嵌合。

移植后20个月，患者再次出现贫血症状，复查骨髓原始及幼稚单核细胞占0.452；流式细胞术检测免疫表型：表达CD34、CD117、HLA-DR、CD13、CD33、CD64、CD14、MPO，B/T淋系标志均为阴性；染色体检查仍完全为供者型（46，XY）；嵌合度检查也仍为完全供者嵌合（100%）；诊断为供者源急性单核细胞白血病（AML-M~5~）。DA、MEA方案各诱导治疗1个疗程后再次取得CR，随后予以大剂量阿糖胞苷（HD-Ara-C，2.0 g/m^2^）巩固化疗5个疗程，诊断为供者源AML-M~5~ 7个月后二次复发，以后未能取得CR并于4个月后死于严重感染。

非血缘健康志愿者在捐献外周血干细胞84个月后，因皮肤紫癜、发热半个月就诊，骨髓象示原始粒细胞占0.305；流式细胞术检测免疫表型：表达CD34、CD117、HLA-DR、CD13、CD33、CD123、CD38、MPO，B/T淋系标志均为阴性；染色体核型：46，XY；FLT3-ITD突变阳性；诊断为为AML-M~2~。先后经DA、IDA、CHG、CHAG方案+索拉菲尼诱导化疗均未能取得CR，与同胞兄弟HLA配型全相合，行挽救性移植，移植后4个月白血病复发并最终死亡。

为比较发生于急性淋巴细胞白血病患者的供者源AML-M~5~和发生于供者自身的原发性AML-M~2~是否存在不同的基因突变，我们进行了回顾性基因突变筛查，采用双脱氧测序法，筛查基因包括ASXL1、CEBPA、DNMT3A、FLT3-ITD/TKD、IDH1、IDH2、KIT、NPM1、PHF6、TET2、TP53等11种[@b1]。在ALL患者移植后各时间点、健康志愿者捐献干细胞及随后发生白血病时均可检测到ASXL1c.2597T\>A/p.L866X突变，但仅在健康志愿者发生白血病时检测到FLT3-ITD突变（FLT3c.1780_1781 delins CAGGTGGCACAGGTTCCACTCCC/p.F594 delins QVAQVPLP）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[表1](#t01){ref-type="table"}）。此外，为进一步验证这一结果，我们设计针对性的引物序列（上游引物5′-AGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3′，下游引物5′-GAACCTGTGCCACCTGATCAA-3′），对前述双脱氧测序法未能检测到FLT3-ITD突变的标本进行复查，敏感度为0.01%，但仍未检测到FLT3-ITD突变。

![患者及供者的ASXL1 L866X突变序列分析\
A：急性淋巴细胞白血病（ALL）患者非血缘移植前，处于完全缓解状态的骨髓细胞；B：非血缘健康志愿者捐献干细胞时经G-CSF动员的外周血干细胞；C：ALL患者非血缘移植后第50天，处于完全缓解期并完全供者嵌合时的骨髓细胞；D：ALL患者非血缘造血干细胞移植后20个月，诊断为供者源急性单核细胞白血病、完全供者嵌合时的骨髓细胞；E：捐献干细胞84个月后，非血缘健康志愿者诊断AML-M2时的骨髓细胞；F：非血缘健康志愿者诊断AML后的指甲标本](cjh-40-04-327-g001){#figure1}

###### ALL患者及非血缘健康志愿者基因突变筛查

                     疾病状态                  嵌合度        ASXL1 L866X突变   FLT3-ITD突变  
  ------------------ -------------------- ----------------- ----------------- -------------- ----
  ALL患者                                                                                    
                     初诊时                      ALL                /               −         −
                     移植后第50天                CR            100%供者型           \+        −
                     移植后20个月          DCL（AML-M~5~）     100%供者型           \+        −
  非血缘健康志愿者                                                                           
                     捐献干细胞时               健康                /               \+        −
                     捐献干细胞后84个月       AML-M~2~              /               \+        \+
                     指甲标本                 AML-M~2~              /               −         −

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病；CR：完全缓解；DCL：供者源白血病；/：不适用

讨论及文献复习 {#s2}
==============

本例报道中，在供者捐献的外周血造血干细胞及捐献干细胞后84个月发生AML-M~2~时的骨髓标本中均可检测到ASXL1 L866X突变。与此同时，ALL患者在移植前未检测到ASXL1 L866X突变，但在移植后第50天的CR期及20个月发生供者源AML-M~5~时，骨髓标本中均可检测到ASXL1 L866X突变。据此推测，ALL患者非血缘异基因造血干细胞移植后发生的供者源AML-M~5~及供者发生的AML-M~2~均起源于供者携带ASXL1 L866X突变的造血干细胞。

ASXL1是Trithorax和Polycomb家族的增强子,在维持基因表达稳态中发挥着重要作用，与髓系肿瘤的发生、发展密切相关[@b2]--[@b3]。供者在捐献干细胞时已携带ASXL1 L866X突变，但无血液学异常，可归为意义不明的克隆性造血（clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP），现有文献认为CHIP发展为血液恶性肿瘤的风险较高[@b4]，不幸的是该供者随后又获得了FLT3-ITD突变，最终促成AML-M~2~的发生，这也符合白血病发生的二次打击学说[@b5]--[@b7]。另一方面这种有缺陷的造血干细胞在植入受者体内后，由于造血功能重建、干细胞快速扩增，而此时患者体内免疫监视功能缺陷，最终导致DCL的发生。虽然我们没有发现明确的二次突变，但仍然不能排除这种可能，因为只筛查了11种基因，较为局限。此外，由于供者的免疫系统功能较患者完善，能更好地对前白血病细胞进行免疫监视，因此供者AML-M~2~发生时间晚于受者的供者源AML-M~5~（相隔5年）。与我们这例报道相似，Hahn等[@b8]报道1例同胞间的骨髓移植病例，干细胞存在DNMT3A突变，移植后供者发展为AML，存在DNMT3A、FLT3突变，4个月后，受者也发展为AML，存在DNMT3A突变，但FLT3为野生型。在Hahn等的报道中，携带DNMT3A突变干细胞在供者及患者中进展为AML时间相差不大。据此推测，不同的第一次打击基因突变可能与不同的白血病发病潜伏时间相关。我们这例报道和Hahn等的报道提示携带白血病前基因突变的造血干细胞有发展为AML的潜在可能，且第一次打击相同的缺陷干细胞在不同的骨髓微环境及免疫状态下，可发生不同的二次打击从而进展为不同类型的白血病。

我们这项报道也引申出一个重要的临床问题，即是否应将白血病前基因突变筛查作为供者选择及跟踪观察的一部分。对于供者而言，虽然现有文献中无关供者经G-CSF动员后发生造血系统恶性肿瘤的概率与普通人群相比差异无统计学意义，但对于已携带白血病前基因突变的供者（CHIP），G-CSF的应用能否促进其白血病转化？对于受者而言，植入这种已携带基因缺陷的造血干细胞无疑会增加其发生DCL的概率，破坏移植效果。尤其是目前单倍型移植工作广泛开展，较为高龄的父母供子女移植数量明显增加，而高龄供者的CHIP发生率也较高[@b9]，基因突变筛查值得慎重考虑。
